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Biologiczne znaczenie lokalnych zmian w trojwymiarowej strukturze chromatyny
wywotanych replikacja DNA.

Genom ludzki sklada sie z dlugiego na 2 metry DNA, podzielonego na 46 roznej dtugosci
chromosomoéw, ktoére musi sie zmiesci¢ do jgdra komérkowego o srednicy okoto 10 uM, czyli ~ 200
tysiecy razy mniejszej. Ta wielka dysproporcja rozmiaréw powoduje, ze genom w interfazowym
jadrze musi by¢ upakowany w bardzo uporzagdkowany sposéb. Poza tym, Zze DNA jest mocno
upakowane, réwnoczesnie musi by¢ tatwo dostepne dla komplekséw enzymatycznych
uczestniczgcych m.in. w transkrypcji informacji genetycznej oraz jej kopiowaniu. Intrygujgcy problem
badawczy - w jaki sposob komorki radzg sobie, zeby spetnié te dwa przeciwstawne wymagania -
jest od lat przedmiotem intensywnych badan. Zaburzenia odpowiedniej organizacji genomu mogg
prowadzi¢ do btednej regulacji ekspresji gendéw, replikacji DNA a w dalszej kolejnosci powaznych
zaburzeh rozwojowych oraz choréb wigczajgc raka.

Replikacja, czyli kopiowanie DNA, to bardzo ztozony proces, w trakcie ktdérego przy udziale szeregu
komplekséw biatkowych DNA jest rozplatane a komplementarna ni¢ jest syntetyzowana
jednoczesnie na obu niciach macierzystych. Aby to umozliwi¢é maszyneria replikacyjna musi mie¢
dostep do DNA — a co za tym idzie w wielu wypadkach lokalna struktura chromatyny musi ulec
istotnym zmianom. Co ciekawe, replikacja DNA jest zlokalizowana w stosunkowo niewielkiej liczbie
centrow replikacyjnych zwanych fabrykami replikacyjnymi. Uwaza sie, ze wiekszos¢ fabryk zawiera
kilka komplekséw replikacyjnych i replikuje okoto 1 miliona par zasad DNA. Doktadna struktura i
biologiczne znaczenie fabryk replikacyjnych jest nieznane.

Mdj projekt ma na celu opisa¢ fabryki replikacyjne oraz ich znaczenie dla organizacji genomu,
a takze role w rozwoju raka. Planuje zrobi¢ to w kompleksowy sposob tgczac cato-genomowe
metody mapowania z uzyciem sekwencjonowania DNA nowej generacji z potgczonymi z
troéjwymiarowg mikroskopig.

Poziomy organizacji pomiedzy upakowaniem DNA na nukleosomach a uformowaniem chromatyny
w terytoria chromosomowe byly do niedawna mato zbadane. Przez ostatnie 9 lat dokonat sie
bezprecedensowy postep w tym obszarze, dzieki Hi-C: metodzie, ktéra umozliwia kompleksowy
wglad w tréjwymiarowg organizacje chromatyny na wszystkich poziomach poprzez zmapowanie
interakcji pomiedzy poszczegélnymi fragmentami chromatyny na genomowg skale. Jednym z
pierwszych odkry¢ dokonanych przy pomocy Hi-C byta obserwacja, ze caty genom jest podzielony
na pod-domeny o zwigekszonej czestosci interakcji o rozmiarach ok 1 Mbp. Dalsza komputerowa
analiza Hi-C w potgczeniu z korelacjg z innymi danymi genomowymi pozwolita ustali¢, ze domeny
te mozna podzieli¢ na dwa typy A i B, oraz, ze domeny tego samego typu kontaktujg sie ze sobg
preferencyjnie w obrebie nie tylko tego samego chromosomu, ale i catego genomu.

Postepy w opisie i rozumieniu organizaciji tréjwymiarowej genomu oraz zainteresowanie intrygujgca
czasoprzestrzenng organizacjg jego replikacji (fabryki replikacyjne) sktonity mnie do podjecia
wstepnych badan nad wyjasnianiem wptywu replikacji DNA na strukture chromatyny. Wiadomo, ze
btedy w replikacji mogg prowadzi¢ do rozwoju raka, np. poprzez translokacje chromosomowe.
Dlatego postanowitem zbadal takze wptyw lokalnej tréjwymiarowej struktury chromatyny na
powstawanie translokacji, charakterystycznych dla znanych nowotworow.

Aby odpowiedzie¢ na nurtujace mnie pytania opracowatem niedawno zmodyfikowang wersje
Hi-C, ktéra selektywnie mierzy czestosé interakcji wytacznie tej frakcji DNA, ktére aktualnie
jest kopiowana w fabrykach replikacyjnych. Nazwatem te nowg rodzine metod RepliC (cato-
genomowa wersja), oraz Repli3C i RepliCaptureC (wersje analizujgce interakcje lokalnie). Repli3C
umozliwia wykrywanie interakcji specyficznych dla replikacji DNA przy pomocy stosunkowo prostej
i taniej metody gqPCR, wiec idealnie nadawato sie do przetestowania nowej metodologii. Na
podstawie poréwnawczej analizy bioinformatycznej eksperymentéw 4C zrobionych na dzielgcych
sie oraz nieaktywnych replikacyjnie limfocytach wybratem miejsca, ktére sugerowaty zmiany w
lokalnej konformaciji i przetestowatem je przy pomocy Repli3C. Okazato sie, ze Repli3C w bardzo
jasny sposob potwierdzito analize bioinformatyczna.

Zachecito mnie to do ubiegania sie o finansowanie potrzebne do przeprowadzania dalszych
kompleksowych badan nad wptywem fabryk replikacyjnych na strukture chromatyny oraz ryzyko
powstawania rakotworczych translokacji.



